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1 UVOD 
Konopljo (Cannabis sativa L.) se je uporabljalo že v preteklih stoletjih za izdelavo vrvi, 
jader, domače tkanje oblek, zdravila ter za prehrano ljudi. Od sredine 20. stoletja so se 
pridelovalne površine konoplje v Evropi zmanjšale zaradi intenzifikacije kmetijstva in 
gojenja drugih poljščin (največ koruze in pšenice) (Kocjan Ačko, 2015).  
V zadnjih nekaj letih, ko so se začela porajati vprašanja kaj jemo, kako ravnamo z okoljem 
in neobnovljivimi viri, se je pridelava industrijske konoplje vrnila. Poleg tega je v svetu 
vedno večje zanimanje za gojenje tako imenovane medicinske konoplje za uporabo v 
farmaciji in kozmetični industriji. Z laboratorijskimi tehnikami, ki jih poznamo danes, je 
možno povečati pridelek ali uspešnejše izolirati določene snovi iz konoplje za nadaljnjo 
raziskavo. Ena od zanimivih tehnik so tkivne kulture, kot je izolacija protoplastov. 
Izolirane protoplaste je možno uporabiti za žlahtnjenje rastlin, za fuzijo protoplastov, 
vendar pa je uspešnost izolacije in regeneracije protoplastov iz številnih rastlinskih vrst še 
neučinkovita. Iz nekaterih delov rastlin je možno izolirati večje število živih protoplastov, 
iz drugih manj.  
1.1    NAMEN DELA      
V magistrskem delu bomo preverili uspešnost izolacije protoplastov (število izoliranih 
protoplastov) in preverili  živost protoplastov po različnih postopkih. Ugotavljali bomo iz 
katerih delov rastline je izolacija boljša, iz katerih encimskih raztopin dobimo več živih 
protoplastov ter kateri od različnih preizkušenih postopkov je najbolj optimalen. 
1.2    DELOVNE HIPOTEZE 
Pred začetkom dela smo postavili hipoteze:  
- da je z uporabo optimalnih pogojev možno izolirati žive protoplaste 
- da je uspešnost izolacije živih protoplastov odvisna od genotipa rastlin in tipa 
izvornega rastlinskega tkiva; 
- da je uspešnost izolacije živih protoplastov odvisna tudi od uporabljenih gojišč za 
rastlinske tkivne kulture, encimskih mešanic in fizikalnih pogojev med postopkom 
izolacije 
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2     PREGLED OBJAVLJENE LITERATURE 
2.1  NAVADNA KONOPLJA (Cannabis sativa L.) 
Švedski botanik in oče taksonomije Carl Linnaeus je leta 1753 v svojem delu Species 
Plantarum o klasifikaciji rastlin, konopljo poimenoval Cannabis sativa L.. Pomen 
latinskega imena je ''gojena kot pridelek'' (Hazekamp in Grotenhermen, 2010; McPartland, 
2018). Je enoletna rastlina, ki izvira od območja severozahodne Himalaje, Aralskega jezera 
do Kaspijskega morja. Poznamo dve skupini ekotipov: evropski  in azijski (ta se razdeli na 
južni, srednji in severni), ki se razlikujeta po kemijskih in morfoloških lastnostih ter 
namembnosti (Kocjan Ačko, 2015).  
Že desetletja prihaja do razhajanj med znanstveniki o taksonomski klasifikaciji konoplje, 
ali gre za tri oziroma več vrst ali tri oziroma več podvrsti oziroma zvrsti. Razlike so v 
morfoloških, kemijskih in genetskih značilnostih. Leta 1976 je bila postavljena hipoteza, 
da je konoplja (Cannabis sativa L.) ena botanična vrsta razdeljena v dve podvrsti, ki pa sta 
razdeljeni v udomačen tip ali divji tip. Konoplja naj bi se razdeljevala v šibko opojno 
Cannabis sativa spp. sativa, z nizko vsebnostjo THC in močno opojno Cannabis sativa 
spp. indica, z visoko vsebnostjo THC (Small in Cronquist, 1976). Šibko opojna konoplja 
se po navedbah teh avtorjev razdeli v dva tipa, divji tip ali samoraslo navadno konopljo 
Cannabis sativa L. ssp. sativa var. spontanea in udomačen tip ali navadno konopljo 
Cannabis sativa spp. sativa var. sativa. Močno opojna konoplja pa na udomačen tip 
Cannabis sativa spp. indica var. indica in divji tip Cannabis sativa spp. indic var. 
kafirstanica. Šibko opojne naj bi bile bolj primerne za predivo in pridelavo semen, močno 
opojne pa bi bile uporabne za različna zdravljenja (Small in Cronquist, 2015). Kasneje v 
drugi polovici 20. stoletja so se pojavili novi dvomi, saj se je pojavila avtohtona konoplja v 
Rusiji (Cannabis ruderalis) (McPartland, 2018).  
 
Slika 1:  Izgled rastlin Cannnabis sativa L. subspicies sativa, Cannabis sativa L. subspicies indica in 
Cannabis sativa L. subspicies ruderalis (McPartland, 2018) 
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V novejših časih, ko je možno opraviti genetsko študijo, so primerjali genome različnih 
rastlin konoplje z različnim geografskim izvorom. Raziskave kažejo na to, da so vse tri 
večje skupine, ''Sativa'', ''Indica'' in ''Ruderalis'' podvrste iste vrste Cannabis sativa L. iz 
rodu Cannabis. Med vsemi tremi obstaja veliko različnih hibridov, največ med ''Sativo'' in 
''Indico''. Selekcije in žlahtnjenja skozi stoletja, geografski prenos po območjih ter 
kontinentih pa so pripeljali do velikih razlik med gojenimi sortami konoplje (slika 1)  
(McPartland, 2018).   
2.1.1  Botanična vrsta    
Botanično spada v družino konopljevk (Cannabaceae), kamor spada tudi hmelj (Humulus 
lupulus). Konoplja spada v red koprivovcev (Urticales), razred dvokaličnice (Dicotyledon) 
in deblo kritosemenk (Angiosperms). Moško socvetje je rahla metlica ali lat, žensko 
socvetje pa je klasasto in bolj zbito ter olistano. Lahko je dvodomna rastlina (ženska in 
moška socvetja na ločenih rastlinah) ali enodomna rastlina (ženska in moška socvetja na 
eni rastlini) (Kocjan Ačko, 2015). Cvetenje traja 15 do 40 dni, vendar se cvetenje moških 
rastlin začne dva do tri tedne prej kot cvetenje ženskih. Konoplja je tujeprašna in 
vetrocvetna rastlina. Za oprašitev ni dovolj le veter ampak se mora zrak tudi  ogreti, zato 
da se ženska socvetja odprejo (slika 2). Tako je lahko v hladnem vremenu oplodnja slaba, 
kar se odraža na pridelku (Čeh, 2009).  
Konoplja ima vretenaste korenine z veliko stranskih korenin. Ker zrastejo okoli 50 cm 
globoko (bočno zrastejo približno 40 do 50 cm na vse strani) in nimajo dobre sesalne moči, 
potrebujejo dobro prehranjena tla s hranili v dostopnih oblikah in dovolj vode oziroma 
vlage, da omogočijo rast nadzemne mase (Čeh, 2009).  
Steblo je po celi dolžini votlo, razen na dnu in na vrhu, ki s starostjo leseni. Spodaj je 
okroglo, na sredini šesterokotno in zgoraj kvadratno. Po celotni površini rastline konoplje 
izraščajo triho mi, žleze, ki izločajo smolo. Največ smole izloča cvetno odevalo ženske 
rastline. Namen smole je obramba pred različnimi boleznimi in škodljivci, sušo ter zaščito 
pred UV svetlobo (Flores-Sanchez in sod., 2008; Abramovič, 2011; Joris in sod. 2012; 
Andre in sod. 2016). 
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Slika 2: Izgled rastline navadne konoplje, moških in ženskih socvetji ter semena (Khartasia, 2020) 
2.1.2 Kemotipi navadne konoplje 
Ker je težko ločiti med majhnimi  razlikami v morfologiji med zvrstmi in sortami konoplje, 
jih je možno ločiti po vsebnosti in razmerju kanabinoidnih snovi. Najpomembnejše je 
razlikovanje med medicinsko in industrijsko konopljo. Ločimo ju po razmerju med 
vsebnostmi ∆9 – tetrahidrokanabinola (THC) in kanabinola (CBN) glede na vsebnost 
kanabidola (CBD), s formulo (Hartsel in sod.., 2016; Jikomes and Zoorob, 2018).  
Formula za računanje razmerja THC in CBD vsebnosti:  
                                                                                                     … (1) 
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Sorte namenjene za vlakna imajo to razmerje 1:5, sorte s psihoaktivnimi učinki pa 2:1 
(Kocjan Ačko, 2018). Nekateri avtorji delijo navadno konopljo v tri kemotipe:  I, II in III. 
Kemotip I je namenjen v medicinske namene. Razmerje med ∆9 THC in CBD je več kot 1 
(X > 1), prevladujoč kanabinoid je THC. Če je razmerje manjše od 1 (X < 1) spadajo sorte 
v kemotip III in so namenjene za pridelavo vlaken in semen. Sorte konoplje, ki spadajo v 
kemotip II pa imajo razmerje med ∆9 THC in CBD enakovredno in so primerne tako v 
medicinske namene, kakor tudi za pridelavo vlaken in semen (de Meijer in sod., 2002) 
Leta 2016 so Aizpurua-Olaizola in sod. konopljo razdelili v pet kemotipov s pomočjo 
natančnejših genetskih analiz. Te so pokazale, da je kemotip odvisen od prisotnosti dveh 
kodominantnih alelov BT in BD na lokusu B. Lokus B s pomočjo encimov določa kakšno 
bo razmerje in vsebnost ∆9 THC in CBD. Sorte kemotipa I imajo večjo THC in manjšo 
CBD vsebnost in jih imenujemo medicinska konoplja. Rastline kemotipa II imajo vmesno 
razmerje in vsebnost kanabinoidov. Kemotip III ima nizko vsebnost THC in visoko 
vsebnost CBD. V ta kemotip uvrščamo industrijsko konopljo. Sorte kemotipa IV vsebujejo 
v glavnem CBG (kanabigerol) in predstavljajo industrijsko konopljo. Možno je tudi, da 
encim ne formira fenolnih prekurzorjev, kar pomeni da se kanabinoidne snovi ne 
sintetizirajo. Takšne sorte so razdelili v kemotip V. 
V Evropski uniji je od leta 2001 dovoljeno pridelovanje sort industrijske konoplje, ki v 
zgornji tretjini ženskih rastlin oziroma dvospolne rastline konoplje ne presežejo vsebnosti 
0,2 % v ∆9 THC (Pravilnik …, 2011). V ZDA in Kanadi pa vsebnost THC ne sme 
presegati 0,3 % (Johnson, 2018; Lupescu, 2019). Znanstvenikom še ni uspelo odkriti vseh 
kanabinoidov, so pa jih do sedaj odkrili že preko 120 različnih (Morales in sod., 2017).  
Tako kot pri maku, je v Sloveniji potrebno tudi za pridelovanje konoplje pridobiti 
dovoljenje in kupiti ustrezna certificirana semena (Pravilnik …, 2011). 
2.1.3  Pridelava industrijske in medicinske konoplje skozi zgodovino 
Konopljina vlakna so se prvič uporabljala v Tajvanu leta 8000 p. n. š.. Leta 4000 p. n. š. so 
v  majhni vasici na Kitajskem konopljo šteli za eno od petih pomembnih rastlinskih vrst, ki 
so jih takrat pridelovali. Niso pa je uporabljali samo za prehrano, ampak tudi za tekstil, 
izdelavo vrvi, papirja in celo že znali iztisniti olje iz nje (Warf, 2014; Small, 2016). Na 
Kitajskem je bila prvič zabeležena tudi uporaba konoplje v medicinske namene. Zdravili so 
številne tegobe, kot so putika, revmatizem in malarija. Ajurvedska medicina pa jo 
uporablja za zdravljenje epilepsije, stekline, tesnobe in bronhitisa (Zias, 1993; Zuardi, 
2006; Hand, 2016). 600 p. n. š. se je pričelo širjenje konoplje v severno Rusijo, ki je z njo 
oskrbovala vso zahodno Evropo (Warf, 2014). Egipčani so odkrili, da deluje protivnetno. 
Grško rimski zdravniki so jo predpisovali za blaženje zobobolov in bolečin v ušesih. Elitne 
rimske ženske pa so si z njo blažile porodne bolečine (Zias, 1993; Zuardi, 2006; Hand, 
2016). 
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Kitajski zdravnik je leta 207 n. š. opisoval protibolečinske lastnosti konoplje, zato so jo 
skupaj z vinom uporabljali za anestezijo pacientov pred operacijo. Španski osvajalci so leta 
1500 prinesli konopljo v Ameriko, kjer so jo uporabljali za izdelovanje oblek, vrvi, jader, 
kasneje pa še v medicinske in obredne namene. Leta 1753 je Linnaeus konopljo klasificiral 
in takrat je dobila današnje poimenovanje Cannabis sativa L.. Za časa Napoleona so 
medicinske raziskave še poglobili in jo uporabljali za zdravljenje tumorjev, kašlja in 
zlatenice. Irski zdravnik Willaiam O' Shaughnessy je v 18. stoletju zapisal, da konoplja 
nima negativnih posledic na zdravje, zato je njena uporaba v farmaciji narasla. Istočasno 
pa je njena praktična uporaba upadla, saj je imel izum naprave za lažje odzrnjevanje 
bombaža veliko pridelovalno prednost (Warf, 2014).   
V prvi polovici 20. stoletja je bila v ZDA politična gonja proti konoplji in leta 1938 so 
njeno uporabo in prodajo prepovedali ter jo uvrstili na seznam prepovedanih drog. Zaradi 
prepovedi so se raziskave te vsestransko uporabne rastline nekoliko ustavile. Od sredine 
20. stoletja so se pridelovalne površine konoplje v Evropi zmanjšale zaradi političnih afer 
in intenzifikacije kmetijstva in gojenja drugih poljščin (največ koruze in pšenice) (Kocjan 
Ačko, 2015). Leta 1964 je bila odkrita in uspešno sintetizirana molekula THC, kasneje pa 
tudi molekula CBD. Leta 1988, ko so odkrili, da človeško telo vsebuje kanabinoidne 
receptorje (CBD 1, CBD 2), ki so najbolj zastopani nevroreceptorji, je konoplja dobila 
poseben pomen (Hand, 2016). 
2.2     PROTOPLASTI 
Protoplasti so rastlinske celice brez celične stene (slika 3). Vsebina celice je obdana s 
plazmalemo (celično membrano) (Navrátilová, 2004). Protoplasti so totipotentni kar 
pomeni, da imajo sposobnost, da se lahko iz neke celice formirajo katere koli druge celice 
(z drugačno funkcijo). Prav tako imajo sposobnost preživetja v primeru encimskega ali 
mehanskega odstranjevanja celične stene rastline (Sun in sod., 2018; Volk in sod., 2018).  
Treba je poudariti to, da je občutljivost protoplastov na odstranjevanje celične stene 
različna pri vsaki rastlinski vrsti posebej. Pri nekaterih so protoplasti bolj občutljivi od 
drugih, zato lahko hitreje počijo in izgubijo svojo uporabnost. Ker so protoplasti brez 
celične stene so primeren rastlinski material za fuzijo ali združevanje dedne vsebine 
protoplastov. Protoplast je edinstven celični sistem, ki omogoča proučevanje fiziologije 
rastlin, kot so način formiranja celične stene, fotosintetsko aktivnost in genetske študije, na 
primer somatsko hibridizacijo in prehodno ekspresijo genov (Navrátilová, 2004; Echeverri 
in sod., 2019).  
Rastline, ki jih dobimo z združevanjem protoplastov različnih rastlinskih vrst, imenujemo 
somatski hibridi, ker gre za združevanje celotnega genoma dveh staršev. To omogoča 
združevanje rastlinskih vrst, ki se sicer same ne bi mogle križati. Poleg somatskih hibridov 
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se lahko tvorijo še asimetrični hibridi (vsebujejo celotni genom enega od staršev in samo 
del drugega starša) in cibridi (vsebujejo jedro enega starša in citoplazmo drugega starša) 
(Murovec in Luthar, 2017).  
Prvi protoplasti so bili izolirani že leta 1892 z mehansko metodo, ki se je izkazala za 
težavno. V šestdesetih letih pa so razvili tehniko encimske razgradnje celične stene, s 
katero je mogoče izolirati večje količine protoplastov. Encime pektinaze, hemicelulaze in 
celulaze so izolirali iz gliv Trichoderma viride, Rhizopus sp. (Navrátilová, 2004). Le ti so 
uporabni za splošne raziskave, za žlahtnjenje rastlin (npr. fuzije protoplastov) in za 
tranformacijo protoplastov ter izkoriščanje somaklonske variabilnosti (Murovec in Luthar, 
2017). 
Različni avtorji navajajo, da na uspeh izolacije vpliva več različnih dejavnikov. Pomemben 
je izbor uporabljenega izhodnega materiala in trenutno fiziološko stanje rastline (v času 
poskusa moramo rastlini zagotoviti optimalne oziroma nadzorovane rastne razmere) 
(Navrátilová, 2004; Chamani in Tahami, 2016). Največkrat se kot izhodni material za 
izolacijo uporablja liste (mezofilne celice) in kalus, manj pogosto hipokotile. Listu se olupi 
epiderm, zato da se encimom omogoči dostop do celic. Možno je tudi mehansko z 
rezanjem rastlinskega materiala (Murovec in Luthar, 2017).  
Izolacija se začne tako, da rastlinski material najprej izpostavimo osmotskim 
stabilizatorjem in encimom. Koncentracije in vrsta osmotskih snovi, ki bodo pripomogle k 
uspešni izolaciji, se za posamezne rastlinske vrste in sorte razlikujejo. Protoplasti so zelo 
osmotsko aktivni, zato lahko zelo hitro počijo. Najpogostejši osmotski stabilizatorji so 
manitol, saharoza, glukoza in sorbitol. Njihova koncentracija v raztopini mora biti od 0,4 
do 0,6 M (Navrátilová, 2004). Encimi, ki so največkrat uporabljeni, so celulaze, 
hemicelulaze, pektinaze, amilaze, proteaze in encimi macerocimi (Abramovič, 2011). 
Encime lahko razdelimo v dve kategoriji:  
1. pektinaza, ki raztopi osrednjo lamelo in loči posamezne celice in  
2. celulaze in hemicelulaze, ki razgrajujejo primarno in sekundarno celično steno, ter 
sprostijo protoplaste 
Največkrat se uporablja kombinacije teh encimov. Poleg vrste in koncentracije encima so 
pomembne razmere encimske izolacije in pravilno izvedeni koraki med samim postopkom 
izolacije (Duquenne in sod., 2007). Chawla (2009) poroča, da večina encimov najbolje 
deluje pri temperaturi med 25 in 30˚C ter pH med 4,7 in 6,0. Prav tako je uspešnost 
izolacije odvisna od uporabljene rastlinske vrste in sorte (Navrátilová, 2004).  
Inkubacija protoplastov v encimski raztopini je lahko različno dolga, odvisno od 
koncentracije in vrste uporabljenega encima. Wang in sod. (2003) priporočajo inkubacijo 
preko noči. Navrátilová (2004) poroča, da je lahko inkubacija hitra, od 2 do 6 ur ali dolga, 
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od 16 do 24 ur v temi ter sobni temperaturi. Kratko inkubacijo je najbolje kombinirati s 
encimsko raztopino, ki ima višjo koncentracijo encimov. Dolgo inkubacijo je bolje 
kombinirati z encimsko raztopino z nižjo koncentracijo encimov. 
Različni avtorji poleg tega priporočajo še inkubacijo na stresalniku za večje število 
izoliranih protoplastov (Uchimiya in Murashige, 1974; Woo in sod., 2015; El-Sayed in 
sod., 2019). Med inkubacijo lahko za večjo stabilnost protoplastov zmanjšamo nihanje pH, 
zato se doda organske pufre in anorganske soli (Ca2) (Navrátilová, 2004).   
 
Slika 3: Izolirani protoplasti navadne konoplje (Cannabis Sativa L.) vidni pod 10x povečavo. 
Za vsako rastlinsko vrsto posebej je potrebno določene postopke izolacije protoplastov 
nekoliko modificirati, da se izolira primerna koncentracija protoplastov (Kiełkowska in 
Adamus, 2012; 2014). Optimalna koncentracija je med 10.000 in 100.000 protoplastov/ml, 
saj je pri tej količini razvoj celičnih kolonij najboljši. Ena od možnosti gojenja rastlin je 
zunaj ali v rastlinjaku v loncu, lahko pa jih gojimo in vitro. Pri in vitro načinu je potrebno 
še prej izvesti uspešno površinsko razkuževanje (sterilizacijo) in kalitev semen (Volk in 
sod., 2018).    
Prednost in vitro gojenja je možnost izolacije protoplastov iz hipokotilov, kotiledonov, 
korenin in koreninskih laskov ter radikule. Najbolje je izolirati iz 5 do 7 dni starega 
rastlinskega materiala (Kiełkowska in Adamus, 2012; 2014). Pri hipokotilih avtorji 
svetujejo, da se jih goji v temi (take hipokotile imenujemo etiolirani hipokotili) iz katerih 
je možno izolirati večjo koncentracijo protoplastov. Zaradi odsotnosti svetlobe niso zelene 
barve ampak bele (Kiełkowska in Adamus, 2012; Wang in sod., 2003).  
2.2.1 Določanje živosti protoplastov  
Živost protoplastov je možno določati z različnimi barvili. FDA (fluorescein diacetat) je 
nepolarno barvilo, ki prehaja skozi celično membrano živih celic. Encim esteraza znotraj  
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celic cepi diacetatno skupino in tako FDA pretvori v fluorescirajoči prosti Fluorescein. Ta 
molekula ostane v citoplazmi, saj je polarna in ne more prehajati skozi nepoškodovano 
membrano. Izolirane mrtve celice ne morejo hidrolizirati FDA barvila in tudi če bi ga, bi se 
fluorescein izločil. Živost protoplasta določamo po stopnjah intenzitete fluorescence. 
Barvilo dodamo k izoliranim protoplastom in počakamo 5 minut, da se obarvajo. V tem 
času je priporočljivo, da so shranjeni v temi, saj barvilo na svetlobi bledi. Protoplaste se 
pogleda pod fluorescentnim mikroskopom s sistemom filtrov za detekcijo zelene 
fluorescence. Ponavadi se suspenzijo protoplastov odpipetira na hemicitometer, ki ima že 
zrisano Hartigovo mrežo, s katero je možno sistematično štetje celic (Murovec in Luthar, 
2017).  
Propidijev jodid (PI) je interkalarno barvilo, ki lahko prehaja skozi membrano mrtvih ali 
živih celic. Iz živih celic se hitro izloči, v mrtvih celicah pa se veže na DNA, kar povzroči, 
da jedra mrtvih fluorescirajo rdeče. Možna je tudi kombinacija barvanja s PI in FDA s 
točno določeno koncentracijo obeh (Slika 4), tako lahko pod mikroskopom vidimo rdeče 
obarvane mrtve protoplaste in zeleno obarvane žive protoplaste (Murovec in Luthar, 2017). 
 
Slika 4: Protoplasti po barvanju s kombinacijo FDA in PI (zelena – živi protoplasti, rdeča – mrtvi protoplasti) 
(Košmrlj, 2010) 
Evanovo modro barvilo se po barvanju izloči iz živih protoplastov s celo in živo 
plazmalemo. Nabira pa se v protoplastih z ne delujočo membrano. Rezultat so modro 
obarvani mrtvi protoplasti vidni pod mikroskopom z vidno svetlobo (Murovec in Luthar, 
2017).  
Tudi med samo izolacijo je možno spremljati uspešnost razgradnje celične stene z 
barvilom Calcofluor belo (CB), ki se veže na β 1 – 4 in β 1 – 3 vezi v celulozi, ki je 
osnovni gradnik celične stene. Pod ultravijolično (UV) svetlobo celične stene obarvane z 
CB barvilom fluorescirajo modro – belo (Murovec in Luthar, 2017).  
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3  MATERIAL IN METODE 
3.1 RASTLINSKI MATERIAL 
Semena industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) smo pridobili od Zadruge Konopko. V 
poskusu smo uporabili sorto Finola.  
Finola je finska sorta industrijske konoplje, ki hitro preide v polno rodnost. Sorta spada 
med nizko rastoče, saj ne doseže več kot 2 metra. Njena značilnost je kratko in zgodnje 
cvetenje. Je dvodomna rastlina, kar pomeni, da ima ženska in moška socvetja na ločenih 
rastlinah. Še ena njena značilnost je ta, da za cvetenje ne potrebuje fotoperiodizma, ampak 
začne cveteti, ko je rastlina dovolj velika oziroma razvita. Potencialni povprečni pridelek 
sorte Finola ima razpon med 1000 kg semen/ha v morskem podnebju in 2000 kg semen/ha 
v celinskem podnebju (Konoplja.net, 2017; Finola, 2019).  
3.2 RAZKUŽEVANJE RASTLINSKEGA MATERIALA 
Postopek sterilizacije oziroma razkuževanja semen je potekal v brezprašni komori. Pred 
razkuževanjem smo semena spirali15 minut v vodi iz vodovoda. Nato smo jih razkužili v 
50 ml dvakrat destilirane vode, kateri smo dodali 1,66 % koncentrirano dikloroizocianurno 
kislino (DICA) in tri kapljice detergenta Tween 20. Razkuževanje je potekala 20 minut ob 
konstantnem mešanju.  
Po končanem razkuževanju smo raztopino odlili in semena spirali s sterilno dvakrat 
destilirano vodo toliko časa, da se semena niso več penila od detergenta. Nato smo semena 
previdno postavili na gojišče v petrijevke in inkubirali pri 25 °C in fotoperiodi 16/8 ur 
svetloba/tema. Po 5 do 7 dneh smo spremljali ter ocenili število kalečih semen. Če je prišlo 
do okužb, smo neokužena semena prestavili na sveže gojišče za kalitev.  
3.3 GOJIŠČA 
3.3.1 Gojišče za kalitev semen 
Za kalitev semen smo pripravili trdo gojišče, tako da smo natehtali 4,405g/l MS gojišča 
(Murashige in Skoog, 1962) z že dodanimi vitamini (Duchefa) in 30 g/l saharoze ter prelili 
z dvakrat destilirano vodo, komponente raztopili z mešanjem, določili volumen in s 
pomočjo raztopin KOH oziroma HCl umerili pH 5,8. Gojišču smo dodali 8 g/l agarja.  
3.3.2 Gojišče za adventivno regeneracijo izsečkov iz hipokotilov 
Gojišče za tvorbo kalusa smo pripravili iz 4,405 g/l MS gojišča z dodanimi vitamini, 30 g/l 
saharoze, 0,2 mg/l TDZ hormona in 0,5 mg/l NAA hormona (Mestinšek Mubi, 2018). Vse 
skupaj smo s pomočjo raztopin KOH oziroma HCl umerili na pH 5,8 in dodali 8 g/l agarja. 
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Hormon NAA smo dodali pred avtoklaviranjem (121 ˚C, 1,13 bar; 20 min). Ko se je 
gojišče nekoliko ohladilo (60 °C) smo dodali še hormon TDZ .  
3.4 PRIPRAVA ENCIMSKIH RAZTOPIN 
Obstaja kar nekaj postopkov različnih avtorjev za pripravo encimskih raztopin. Za naš 
poskus smo si izbrali tri, ki smo jih preizkusili za razgradnjo celične stene in osrednje 
lamele pri navadni konoplji in so prikazane v preglednici 1. Vse sestavine, ki so potrebne 
za pripravo, so preračunane za pripravo 20 ml encimske raztopine. Posamezne raztopine se 
razlikujejo v koncentracijah dodanih encimov celulaze R-10 in mecerocima R-10. 
Najprej smo pripravili vodno kopel na 55 °C. Za 20 ml encimsko raztopino smo dodali 8 
ml MES v 50 ml centrifugirko. Dodali smo 1,457 g manitola, odpipetirali 4 ml KCl, dodali 
0,3 g encima celulaze Onozuka R-10 (Duchefa) in 0,08 g encima macerocim R-10 ter dolili 
dvakrat destilirano vodo do 20 ml. Encimsko raztopino smo rahlo premešali in dali v 
vodno kopel za 10 minut. Po 10 minutah, ko so se encimi in ostale sestavine raztopile, smo 
encimsko raztopino ohladili na sobno temperaturo ter dodali 200 μl CaC2. Encime smo 
nato prefiltrirali skozi 0,45 μm filter in jih shranili na hladnem do uporabe.  
Preglednica 1: Različne encimske raztopine (ER) uporabljene za razgradnjo celične stene 
Sestavine encimske raztopine* ER 1 ER 2 ER 6 
MES 8 ml 8 ml 8 ml 
Manitol 1,457 g 1,457 g 1,457 g 
KCl 4 ml 4 ml 4 ml 
Celulaza Onozuka R-10 0,5 % (0,1 g) 1% (0,2 g) 1,5 % (0,3 g) 
Macerocim R-10 0,1 % (0,02 g) 0,1 % (0,02 g) 0,4 % (0,08 g) 
CaCl2 ** 200 µl 200 µl 200 µl 
* Količine sestavin so preračunane za pripravo 20 ml encimske raztopine. 
** Doda se 10 mM CaCl2 
Za poskus smo si izbrali tri encimske raztopine: ER 1, ER 2 in ER 6 (količine sestavin so 
podane v preglednici 1). Primerjali smo učinkovitost med njimi, glede na količino 
dodanega encima za razgradnjo in trajanje inkubacije v urah. Pomembna je bilo tudi 
velikost in zdravstveno stanje rastlinskega materiala. Učinkovitost raztopin smo ocenili s 
štiristopenjsko lestvico od najmanjše (+) do največje (++++).  
3.5 IZOLACIJA PROTOPLASTOV  
3.5.1 Izolacije protoplastov iz listov  
Slika 7 prikazuje shemo izolacije protoplastov iz listov, kjer smo uporabili petrijevko, 
dimenzije 90 mm x 15 mm, kateri smo dno prekrili z močnim obojestranskim lepilnim 
trakom. Na trak smo prilepili 1-2 tedna stare liste sejančkov navadne konoplje (slika 5, 
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levo). Na liste smo prilepili še enostranski lepilni trak, ki mora biti šibkejši od 
obojestranskega lepilnega traku. Enostranski lepilni trak smo odstranili in s tem odstranili 
listno povrhnjico (slika 5, desno). Na tej točki, so celice občutljive na zunanje vplive, zato 
smo hitro dodali prej pripravljeno encimsko raztopino (slika 6) in jih inkubirali 1 uro (ter 
preko noči v ostalih dveh ER) na stresalniku (30 RPM, 25 °C). Po 1 uri smo s pomočjo 
pipete in encimske raztopine rahlo spirali liste in nadaljevali stresanje še za 45 minut.  
 
Slika 5: Levo – listi navadne konoplje pritrjeni na petrijevko z obojestranskim lepilnim trakom, desno – listi 
navadne konoplje z odstranjeno povrhnjico. 
V petrijevko smo dodali 10 ali 20 ml  W5–raztopine za spiranje, osnova katere so kalijev, 
kalcijev in natrijev klorid (zato, da smo prekinili encimsko aktivnost), rahlo premešali 
vsebino in encimsko raztopino s suspenzijo iz listov prefiltrirali skozi 70 μm filter v 10 ml 
centrifugirko. Sledilo je centrifugiranje na 800 RPM za 3 minute. Supernatant smo 
odpipetirali in postopek filtriranja in centrifugiranja ponavljali dokler nismo uporabili vso 
raztopino iz petrijevke. Na ta način smo skoncentrirali večjo količino protoplastov. 
Ponovno smo supernatant odpipetirali iz centrifugirke in suspenziji protoplastov dodali 8 
ml saharoze ter rahlo premešali. Dodali še 2 ml W5 raztopine. Ker je saharoza gostejša od 
W5 raztopine je lepo viden prehod med njima. Potrebno je bilo paziti, da se ne zmešata 
skupaj. Sledilo je centrifugiranje na 1100 RPM za 5 minut in še 2x spiranje z W5 
raztopino. Najprej smo iz centrifugirke odpipetirali supernatant in dodali 9 ml W5 
raztopine ter centrifugirali na 800 RPM za 3 minute. Nato smo odpipetirali 9 ml 
supernatanta. V mikrocentrifugirko smo odpipetirali 18 μl suspenzije protoplastov in 2 μl 
FDA (barvila).  
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Slika 6: Stanje listov navadne konoplje po inkubaciji preko noči z dodano encimsko raztopino 6. 
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Slika 7: Shema izolacije protoplastov.  
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3.5.2 Izolacija protoplastov iz hipokotilov 
Za izolacijo protoplastov iz hipokotilov, smo morali hipokotile najprej narezati na majhne 
kolobarje (dolge PRIBLIŽNO 1-2 mm) (slika 8). Da bi dobili čim večjo koncentracijo, 
smo narezali od 40 do 50 hipokotilov. S pinceto ali rezilom britvice smo jih previdno 
polagali v 10 ali 20 ml encimsko raztopino (odvisno od količine rastlinskega materiala) v 
petrijevki in jih dali čez noč na stresalnik na 50 RPM in sobno temperaturo 25 °C. 
 
Slika 8: Narezani hipokotili, ki so bili inkubirani čez noč v encimski raztopini. 
 
 
Slika 9: Viden bel flotacijski obroček protoplastov iz etioliranih hipokotilov po 5 minutah centrifugiranja na 
1100 RPM.  
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Izolacije protoplastov iz hipokotilov smo izvedli po postopku opisanem v poglavju '3.5.1 
Izolacije protoplastov iz listov'. 
Slika 9 prikazuje bel flotacijski obroček po 5 minutnem centrifugiranju na 1100 RPM. Bele 
barve je zato, ker smo izvedli izolacijo protoplastov iz etioliranih hipokotilov, ki so bili 
gojeni v rastni komori v temi in se klorofilna zrnca niso namnožila.  
3.5.3 Izolacija protoplastov iz kalusa  
Najprej smo v petrijevko odpipetirali 20 ml encimske raztopine. Kaluse smo vzeli iz 
gojišča in iz zelenih delov postrgali nastal kalus (slika 10). Postopek izolacije smo izvedli 
po enakem postopku, kot je opisan v poglavju '3.5.1 Izolacije protoplastov iz listov'. 
 
Slika 10:  Kalus inkubiran čez noč v encimski raztopini 6. 
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4   REZULTATI 
4.1 RAZKUŽEVANJE IN KALITEV SEMEN NAVADNE KONOPLJE 
Za sterilizacijo semen navadne konoplje smo uporabili že znan postopek sterilizacije. 
Semena smo namakali za 30 minut v 1,66 % DICA raztopljeni v 50 ml dvakrat destilirane 
vode in tremi kapljicami detergenta Tween 20. 
Vrednotili smo uspešnosti sterilizacije, delež kalivih semen in kje kalijo bolje, na svetlobi 
ali temi. Po prvih 7 dneh so začela nekatera semena kaliti, vendar pa so se pojavile težave s 
okužbami iz semen. Semena navadne konoplje pridelana leta 2018 so bila slaba, veliko 
semen je bilo že popokanih, saj so se okužbe v nadaljevanju pojavljale tako pogosto (slika 
11), da smo morali rastlinski material zavreči. Ugotovili smo tudi, da semena bolje kalijo v 
temi. 
 
Slika 11: Okužbe iz semen navadne konoplje po 7 dneh kalitve. 
Kasneje smo poskusili še dva postopka sterilizacije. Prvi je namakanje semen za 30 sekund 
v 70 % etanolu in 30 minut namakanja v 1,66 % DICA. Drugi pa namakanje semen v 
vodovodni vodi za 15 minut in 30 minut namakanje v 1,66 % DICA (preglednica 2).  
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Prvi postopek se je izkazal za neučinkovitega, saj je 70 % etanol preprečil kalitev semen. S 
predhodnim namakanjem v 70 % etanolu na svetlobi ni kalilo nobeno seme (0 %), pri 
predhodnem namakanju semen v vodovodni vodi pa je kalilo 6,7 % semen. Okužb iz 
semen ni bilo (z razkuževanjem s 70 % etanolom sta na svetlobi vzklili samo dve semeni). 
Drugi postopek se je izkazal za uspešnejšega. Na svetlobi je vzklilo 46, 7 % semen, 
okuženi sta bili dve semeni. V temi je vzklilo kar 86, 7 % semen in okuženo je bilo le eno 
seme.  
Na začetku poskusa smo dali na petrijevko po 8 semen, kasneje po 4 ali 5 semen, proti 
koncu poskusa, ko smo bili uspešni z razkuževanjem semen, pa še po 10 semen. Problem 
se nam je pojavil tudi v petrijevkah, kjer se okužba ni pojavila, so pa nekatera semena 
vzklila tudi do enega tedna prej kot ostala. Med tem časom, ko smo čakali, da druga 
semena vzkalijo, so se že kalečim semenom razvila prva prava lista, listi so začeli dihati, 
na petrijevki se je pojavila vlaga in na koncu je bil rastlinski material na splošno v slabem 
stanju.  
Preglednica 2: Kaljivost semen in okužbe iz semen po sedmih dneh. 
Rastne 
razmere 
Način razkuževanja Število inokuliranih  
semen 
Število kalečih semen 
in (%) 
Število okuženih 
semen in (%) 
Svetloba 30 sek etanol + 30 
min DICA 
30 0 (0) 0 (0) 
Svetloba 15 min H20 +30 
min DICA 
30 14 (46,7) 2 (6,6) 
Tema 30 sek etanol + 30 
min DICA 
30 2 (6,7) 0 (0) 
Tema 15 min H20 +30 
min DICA 
30 26 (86,7) 1 (3,3) 
S sliko 13 je še enkrat prikazana prejšnja ugotovitev, da razkužena semena hitreje in v 
večjem številu, ter z manj okužbami kalijo v temi v rastni komori pri 25 °C, kot pa na 
svetlobi.  
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Slika 12: Primerjava  števila kalečih semen po 7–ih dneh v rastni komori v temi (levo) in na svetlobi (desno). 
4.2 ENCIMSKE RAZTOPINE  
Za izolacijo protoplastov iz listov smo uporabili encimsko raztopino 6, ki ima najvišjo 
koncentracijo encimov celulaze in mecerocima. Ker imajo listi, po odstranitvi povrhnjice, 
občutljive mezofilne celice, se je encimska raztopina 6 izkazala za najboljšo, saj ima večjo 
koncentracijo encimov, rastlinski material pa ji je izpostavljen za krajši čas inkubacije, od 
1 do 2 uri (preglednica 3).  
Preglednica 3: Ocena učinkovitosti treh različnih encimskih raztopin na inkubacijo listov. 
 
Čas inkubacije (h) 
Encimska raztopina 
ER 1 ER 2 ER 6 
Ocena pozitivnega učinka 
1 + + ++ 
2 + + ++++ 
14 +++ +++ ++ 
16 ++ ++ + 
18 + + + 
Razgradnja celične stene hipokotilov z encimsko raztopino 6 za 1 ali 2 uri ne učinkuje 
enako dobro kot pri listih. Ugotovili smo, da je hipokotile najbolje dati v encimsko 
raztopino 2 za 14 ur, še bolje pa za 12 ur (preglednica 4). 
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Preglednica 4: Ocena učinkovitosti treh različnih encimskih raztopin na inkubacijo hipokotilov. 
 
Čas inkubacije (h) 
Encimska raztopina 
ER 1 ER 2 ER 6 
Ocena pozitivnega učinka 
1 + + + 
2 + + + 
14 +++ ++++ +++ 
16 ++ ++ + 
18 + + + 
Za razgradnjo celične stene kalusa smo najprej uporabili encimsko raztopino 2, inkubacija 
pa je trajala 14 ur. Pri tem smo ugotovili, da je bila encimska raztopina 2 premočna in je 
razgradila tudi protoplaste (po mikroskopskem pregledu na hemicentimetru ni bilo 
nobenega protoplasta). Poskus smo ponovili z encimsko raztopino 6, vendar nismo bili 
uspešni (preglednica 5). 
Preglednica 5: Ocena učinkovitosti treh različnih encimskih raztopin na inkubacijo kalusa. 
 
Čas inkubacije (h) 
Encimska raztopina 
ER 1 ER 2 ER 6 
Ocena pozitivnega učinka 
1 + + + 
2 + + ++ 
14 + + + 
16 + + + 
18 + + + 
4.3 PRIMEREN RASTLINSKI MATERIAL ZA IZOLACIJO PROTOPLASTOV 
Ugotovili smo, da so najprimernejši rastlinski material za izolacijo protoplastov listi 
sejančkov starih  1 do 2 tedna in hipokotili gojeni v rastni komori, stari od 1 do 2 tedna. Pri 
hipokotilih smo ugotovili, da je iz etioliranih hipokotilov (gojenih v temi) možno izolirati 
več protoplastov, prav tako pa jih je veliko lažje rezati na kolobarje. Medtem, ko se 
hipokotili gojeni na svetlobi, pri rezanju hitro zmečkajo.  
Kalus, ki načeloma velja za zelo dober rastlinski material za izolacijo protoplastov (npr. pri 
oljni ogrščici, zelju), se pri navadni konoplji ni izkazal za primernega. Tu smo dobili 
najmanjšo število izoliranih protoplastov ali pa jih sploh ni bilo (težave so bile že med 
samim pipetiranjem suspenzije protoplastov ker je uhajalo veliko mehurčkov zraka). Se pa 
kalusi pri navadni konoplji razvijejo hitro, približno v 2 tednih (slika 13). 
21 
Lazič S. Izolacija protoplastov navadne  konoplje (Cannabis saiva L). 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2020  
 
 
Slika 13: Kalus navadne konoplje, ki se je tvoril v 2 tednih. 
4.4 IZOLACIJA PROTOPLASTOV 
Ker se s poskusi izolacije protoplastov pri navadni konopljini nihče na fakulteti ni 
podrobneje ukvarjal, poskusi niso bili izvedeni v sterilnih pogojih, saj nas je bolj zanimalo 
ali bomo pri tem sploh uspešni. Pri poskusih izolacije smo uporabili 3 različne encimske 
raztopine (ER 1, ER 2, ER 6). Čeprav smo ugotovili, da različne encimske raztopine 
učinkujejo različno v odvisnosti od časa inkubacije, smo za poskus izolacije protoplastov 
iz listov izbrali 3 urno inkubacijo rastlinskega materiala v encimski raztopini 6, saj smo pri 
listih predhodno odstranili povrhnjico. Pri poskusu izolacije protoplastov iz kalusa in 
etioliranih hipokotilov pa smo se pri obeh odločili za 14 urno inkubacijo rastlinskega 
materiala preko noči.  
4.4.1 Izolacija protoplastov iz listov s pomočjo različnih encimskih raztopin 
Pri prvem poskusu vplivov različnih encimskih raztopin smo želeli preveriti kako se bo 
rastlinski material odzval na encimske raztopine in na postopek izolacije protoplastov. Za 
izolacijo listov smo uporabili samo encimsko raztopino 6, ki ima najvišjo koncentracijo 
encimov. Po prvi izolaciji smo dobili 7 živih protoplastov in 1 mrtvega, zato je bila živost 
87,5 %. Iz podatka o živosti protoplastov  ne moremo razbrati ali je bila izolacija 
protoplastov tudi uspešna. Iz preglednice 6 lahko vidimo, da je bila prva izolacija 
neuspešna saj je bila koncentracija protoplastov na mililiter suspenzije prenizka (700 
protoplastov/ml). Pri drugi izolaciji smo rastlinski material inkubirali predolgo v encimski 
raztopini 6, saj je razgradila vse, tako celično steno kot tudi protoplaste. Pri tretji izolaciji 
smo jih uspešno izolirali 1,89 x 105 izoliranih protoplastov in živost je bila slabša kot pri 
prvi izolaciji.  
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Preglednica 6: Volumenn suspenzije, število, koncentracija in živost izoliranih protoplastov iz listov s 
pomočjo različnih encimskih raztopin 
Oznaka 
izolacije 
Encimska 
raztopina 
Živost 
protoplastov (%) 
Koncentracija 
protoplastov 
(prot./ml) 
Volumen suspenzije 
protoplastov (µl) 
Število  
izoliranih 
protoplastov 
1 ER6 87,5 7,0 x 10
2
 /  / 
2 ER6 0 0 0 0 
3 ER6 21,4 6,3 x 10
5
 300 1,89 x 10
4
 
 
 
Slika 14: Živi protoplasti vidni pod mikroskopom z uporabo filtrov za detekcijo zelene fluorescence pri 10–
kratni povečavi. 
Na sliki 14 lahko vidimo žive izolirane protoplaste, obarvane s barvilom FDA. Le ti so 
uporabni za nadaljnjo delo (npr. regeneracijo protoplastov, fuzijo protoplastov). 
4.4.2 Izolacija protoplastov iz kalusa s pomočjo različnih encimskih raztopin 
V poskusu izolacije protoplastov iz kalusov smo naredili 3 poskuse izolacije. Uspešni smo 
bili le pri prvem poskusu izolacije, katere rezultati so prikazani v preglednici 7. Pri tej 
izolaciji smo dobili največjo živost protoplastov pri encimski raztopini 6 (78,6 %), 
najmanjšo pa pri encimski raztopini 2 (13,3 %). Število izoliranih protoplasov je bilo 
največje pri encimski raztopini 6 (330 izoliranih protoplastov), najmanjše pa pri encimski 
raztopini 2 (100 izoliranih protoplastov). Pri obeh nadaljnjih izolacijah nismo izolirali 
nobenega protoplasta.  
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Preglednica 7: Volumenn suspenzije, število, koncentracija in živost izoliranih protoplastov iz kalusa s 
pomočjo različnih encimskih raztopin 
Oznaka 
izolacije 
Encimska 
raztopina 
Živost 
protoplastov (%) 
Koncentracija 
protoplastov 
(prot./ml) 
Volumen suspenzije 
protoplastov (µl) 
Število  
izoliranih 
protoplastov 
1 ER 1 75 3,0 x 10
2
 390 1,17 x 10
2 
1 ER 2 13,3 22,0 x 10
2
 500 1,0 x 10
2 
1 ER 6 78,6 1,1 x 10
3
 300 3,3 x 10
2 
2 ER 1 0 0 0 0 
2 ER 2 0 0 0 0 
2 ER 6 0 0 0 0 
3 ER 1 0 0 0 0 
3 ER 2 0 0 0 0 
3 ER 6 0 0 0 0 
4.4.3 Izolacija protoplastov iz etioliranih hipokotilov s pomočjo različnih encimskih 
raztopin 
V primerjavi z izolacijama protoplastov iz listov in kalusov, smo pri izolaciji protoplastov 
iz etioliranih hipotkotilov dobili najboljše rezultate. Iz preglednice 8 lahko vidimo, da je 
bila živost protoplastov največja pri encimski raztopini 2 in najmanjša pri encimski 
raztopini 6. Pri inkubaciji rastlinskega materiala v encimski raztopini 1 je bila v povprečju 
živost protoplastov 32,2 %. Pri inkubaciji rastlinskega materiala v encimski raztopini 2 je 
bila v povprečju živost protoplastov 48,4 %. Pri inkubaciji rastlinskega materiala v 
encimski raztopini 6 je bila v povprečju živost protoplastov 3,1%.  
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Preglednica 8: Volumenn suspenzije, število, koncentracija in živost izoliranih protoplastov iz etioliranih 
hipokotilov s pomočjo različnih encimskih raztopin 
Oznaka 
izolacije 
Encimska 
raztopina 
Živost 
protoplastov (%) 
Koncentracija 
protoplastov 
(prot./ml) 
Volumen suspenzije 
protoplastov (µl) 
Število  
izoliranih 
protoplastov 
1  ER 1 14,3 1 x 10
2
 390 3,9 x 10
1 
1  ER 2 39,4 1,3 x 10
3 
500 6,5 x 10
2 
1  ER 6 21,4 3,0 x 10
2 
300 9,0 x 10
2
 
2  ER 1 85,2 2,3 x 10
3 
150 3,45 x 10
2
 
2  ER 2 95, 9 7,0 x 10
3 
150 1,05 x 10
3
 
3  ER 1 77,8 2,1 x 10
3 
400 8,4 x 10
2
 
3  ER 2      95,9 7,0 x 10
3 
400 2,8 x 10
3
 
4  ER 2 31,3 2,6 x 10
3 
150 3,9 x 10
2
 
5  ER 1 48,4 7,7 x 10
3 
380 2,926 x 10
3
 
5  ER 2 75,9 8,5 x 10
3 
380 3,23 x 10
3
 
6  ER 2 25,7 1,8 x 10
5 
500 9,0 x 10
4
 
7  ER 2 22,2 6,0 x 10
3 
500 3,0 x 10
2 
 
 
Slika 15 : Živost protoplastov (%) po izolaciji iz etioliranih hipokotilov.  
Za nadaljnje delo s protoplasti ni pomembna samo živost le teh, ampak tudi zadostna 
koncentracija. Optimalna koncentracija je od 10.000 do 100.000 protoplastov/ml (Shepard 
in sod., 1986; Volk in sod., 2018).  
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Po zadnjem centrifugiranju smo šteli obarvane in ne obarvane protoplaste s pomočjo 
hemicitometra. Pred štetjem smo protoplastom dodali barvilo FDA. Iz povprečne 
koncentracije protoplastov smo nato s pomočjo volumna suspenzije protoplastov 
preračunali dejansko število izoliranih protoplastov. 
Iz slike 15 in slike 16 je razvidno, da smo pri drugem in tretjem poskusu izolacij, kjer je 
bila uporabljena encimska raztopina 1, dobili visok delež živosti (pri drugem poskusu 84,2 
% in tretjem 77,8 %), vendar pa je bilo število izoliranih protoplastov majhno (39 
izoliranih protoplastov). V petem poskusu izolacije je bila živost protoplastov slabša (48,4 
%) kot pri drugem in tretjem poskusu, smo pa izolirali večje število protoplastov (2926 
izoliranih protoplastov) z encimsko raztopino 1.  
 
Slika 16: Število in živost protoplastov (%) izoliranih iz etioliranih hipokotilov, inkubiranih v encimski 
raztopini 1. 
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Slika 17: Število in živost protoplastov (%) izoliranih iz etioliranih hipokotilov, inkubiranih v encimski 
raztopini 2. 
Ko smo uporabili encimsko raztopino 2, smo dobili podobne rezultate pri uporabi 
encimske raztopine 1 (slika 17). Pri drugem, tretjem in petem poskusu izolacije je bil delež 
živosti visok, vendar je bilo število izoliranih protoplastov majhno. Velikokrat sta bila 
živost protoplastov in število izoliranih protoplastov v obratnem sorazmerju. Ko pa smo 
izolirali veliko število protoplastov (90.000 izoliranih protoplastov) pa je bil delež živosti 
zelo nizek (25,7 %).   
Z inkubiranjem rastlinskega materiala v encimski raztopini 6 za 14 ur, smo dobili 
pričakovane rezultate, da bomo uspeli izolirati protoplaste, vendar bo živost le teh slaba 
(slika 18). Pri prvem poskusu smo dobili 900 izoliranih protoplastov, vendar je bila njihova 
živost 21,4 %. Zaradi slabih rezultatov poskusa z encimsko raztopino 6 nismo nadaljevali. 
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Slika 18: Število in živost protoplastov (%) izoliranih iz etioliranih hipokotilov, inkubiranih v encimski 
raztopini 6. 
4.5 OPTIMIZACIJA METODE ZA IZOLACIJO POTOPLASTOV NAVADNE 
KONOPLJE (Cannabis sativa L.) 
Protoplasti so občutljive celice, saj lahko počijo že zaradi prevelikega pritiska. Ko smo po 
inkubaciji preko noči pipetirali suspenzijo encimske raztopine s sproščenimi protoplasti 
(slika 19 prikazuje potek pipetiranja), katerim smo dodali W5 raztopino, smo morali biti 
zelo previdni, da v pipeto niso prišli zračni mehurčki, ki ustvarjajo pritisk. Še posebej to 
velja, če gre za izolacijo iz kalusa. Po inkubaciji so kalusi razpadli na posamezne manjše 
grudice, ki so hitro zamašile nastavek pipete, zato je pomembna tudi lega pipete, ki mora 
biti nujno usmerjena pravokotno (kot 90 °) na petrijevko. Pri poskusu smo imeli največ 
težav ravno s pipetiranjem suspenzije razgrajenega kalusa, encimske raztopine in W5 
raztopine iz petrijevke, kar bi lahko tudi vplivalo na slabe rezultate. Smo pa ugotovili, da 
se pri navadni konoplji kalusi razvijejo v dveh tednih.  
W5 raztopino se uporablja za zaustavitev encimske raztopine takoj po inkubaciji in med 
samo izolacijo za spiranje suspenzije protoplastov po centrifugiranju. Po postopku izolacije 
iz listov smo pri zadnjem postopku spiranje izvedli le enkrat in ne dvakrat. Dobili smo 
boljše rezultate.  
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Slika 19: Pipetiranje suspenzije protoplastov, encimske raztopine in W5 raztopine. 
Ko smo pripravljali rastlinski material, je bilo pomembno koliko smo ga dali v petrijevko. 
Pri izolaciji protoplastov iz hipokotilov smo ugotovili, da je bilo največje število 
protoplastov izoliranih, če smo uporabili etiolirane hipokotile, ki so bolj prožni od 
hipokotilov vzgojenih in vitro na svetlobi. Prav tako jih je lažje rezati, saj moraš biti 
previden, da kolobarji ostanejo celi. Število hipokotilov je vplivalo na rezultate izolacije. V 
prvem poskusu smo razrezali le 15 hipokotilov, v drugem poskusu smo razrezali 30 
hipokotilov. V tretjem poskusu smo razrezali 50 hipokotilov, kar se je izkazalo ravno 
dovolj, saj je bila petrijevka dimenzije 90 mm x 15 mm ravno prav napolnjena (Slika 20).  
 
Slika 20: Petrijevka napolnjena s 50–imi razrezanimi hipokotili. 
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5    RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1 RAZPRAVA 
V poskusu razkuževanja semen navadne konoplje smo uporabili sorto industrijske konoplje 
'Finola'. Semena smo sprva razkuževali na dva različna načina in z dvema različnima 
raztopinama. Prvi način razkuževanja se je izkazal za neučinkovitega, saj so se pojavljale 
okužbe. Drugi način s 15 minutnim splakovanjem pod vodovodno vodo in nato še 30 
minutnim razkuževanjem v 1,66 % DICA, se je izkazal za uspešnega. Najuspešnejša 
kalitev (86,7 %) z najmanj okužbami (3,3 %) je bila s 15 minutnim spiranjem pod 
vodovodno vodo in nato še 30 minutnim steriliziranjem v 1,66 % DICA v rastni komori in 
temi. Okužbe so se največkrat pojavile, ko se je semenska ovojnica odprla. Najprej se je 
pojavil bel ali rjav lepljiv in moten izcedek, ki je pritekel iz notranjosti semena. 
Razkuževanje s 70 % etanolom se ni izkazalo za primernega, saj je kljub kratkotrajnem 
stiku s semeni, preprečil njihovo kalitev.  
Problem se nam je pojavil tudi v primeru, kjer se okužba ni pojavila, so pa nekatera 
semena vzklila tudi do enega tedna prej kot ostala. Med tem časom, ko smo čakali, da 
druga semena vzkalijo, sta se pri tistih, ki so kalila prej, že razvila prva prava lista, začel se 
je proces dihanja, v petrijevki se je pojavila vlaga in rastlinski material je bil na koncu na 
splošno v slabem stanju. Kiełkowska in Adamus (2012, 2014) navajajo, da iz 2 ali več 
tednov starega rastlinskega materiala, ni mogoče izolirati protoplastov, kar smo ugotovili 
tudi v našem poskusu. 
Naše ugotovitve so, da na uspešnost kalitve vpliva način sterilizacije, zdravstveno stanje 
semen in razmere shranjevanja. Nanj vplivajo toplota, dostop kisika in vlaga (Petrič, 1977). 
Za dobro kaljivost semen je potrebno semena shranjevati v hladilniku pri 4 – 7 °C in 
primerni vlagi, ta mora biti nizka (prostor mora biti suh) (Kocjan Ačko in Baričevič, 2004). 
Kaljivost semen med posameznimi rastlinskimi vrstami variira. Razvrstimo jih glede na 
obdobje trajanja: kratko, srednje dolgo in dolgo (Hong in Ellis, 1996). Za semena konoplje 
velja srednje dolga živost, saj se kaljivost semen po letih hitro zmanjšuje (Milošević in 
sod., 1996). Veliko semen, ki smo jih uporabili v poskusu, so bila popokana, okrušena že 
pred samim postopkom sterilizacije, zato smo morali odbrati le cela semena.  
V poskusu razkuževanja smo najprej kalili semena v rastni komori le na svetlobi, kasneje 
pa smo jih kalili tudi v temi. Semena so hitreje kalila v temi. Kalila so 1 ali 2 dni hitreje kot 
semena v rastni komori na svetlobi. V poskusu izolacije protoplastov navadne konoplje 
smo zato uporabljali in vitro  gojene etiolirane hipokotile iz katerih se, po priporočilih 
Wang in sod. (2003) in Kiełkowska in Adamus (2012, 2014) za izolacijo protolastov iz 
oljne ogrščice (Brassica napus L.), dobi najvišjo koncentracijo protoplastov.  
Navrátilová (2004) poroča, da je razmerje med količine rastlinskega materiala in encimske 
raztopine pomembno, kar smo opazili tudi sami. Na začetku poskusa smo v encimsko 
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raztopino dodali le 15 narezanih etioliranih hipokotilov, vendar je bilo število izoliranih 
protoplastov zanemarljivo. Boljše rezultate smo dobili, ko smo dodali po 50 narezanih 
hipokotilov.  
Za izbiro najbolj učinkovite encimske raztopine smo upoštevali 3 dejavnike: sestavo 
encimske raztopine glede na količino encimov v raztopini, čas inkubacije rastlinskega 
materiala in del rastlinskega materiala, ki smo ga uporabili. Primerjavo med tremi ER (1, 2 
in 6) smo delali glede na število izoliranih protoplastov. Ugotovili smo, da je za inkubacijo 
mezofila listov navadne konoplje najprimernejša ER 6, ki vsebuje najvišjo koncentracijo 
encimov celulaze (1,5 %) in mecerocima (0,4 %) v raztopini, kjer je dovolj delovanje samo 
nekaj ur. Enako navajajo avtorji Wang in sod. (2003) ter Metwally in sod. (2014). Pri listih 
smo po dveh urah inkubacije v ER 6 dobili 1,89 x 10
5 
izoliranih protoplastov. Za 
razgradnjo celične stene pri etioliranih hipokotilih je bila najboljša ER 2, kjer smo dobili v 
povprečju 9,84 x 104 izoliranih protoplastov. ER 2 vsebuje 1 % encima celulaze in 0,1 % 
encima mecerocima. Predvidevamo, da bi bila primerna tudi ER 6, vendar smo naredili 
premalo ponovitev, bi pa morali čas inkubacije podaljšati. Pri razgradnji kalusa smo imeli 
največ težav, saj je bila njihova koncentracija po izolaciji zelo nizka ali pa jih sploh ni bilo. 
Pri ER 1 in ER 2 nismo izolirali nobenega protoplasta. Pri uporabi ER 6 za 2 uri pa smo 
dobili 3,3 x 10
2 
izoliranih protoplastov. 
Zhang in sod. (2011) so v študijah izolacije protoplastov iz listov papaje (Carica papaya 
L.) ugotovili, da sta koncentracija encima celulaza R – 10 in čas inkubacije pomembno 
vplivala na koncentracijo in živost protoplastov. Čeprav bi moralo povečanje koncentracije 
encima celulaze R – 10 iz 0,9 % na 1,2 %, izboljšati koncentracijo protoplastov, so v 
svojem poskusu ugotovili obratno. Predvidevajo, da bi lahko zmanjšano koncentracijo in 
živost protoplastov povzročila toksičnost encima, zaradi katere bi lahko ti popokali ali 
postali nefunkcionalni.  
Najboljše rezultate izolacije protoplastov smo dobili iz 7 do 10 dni starih etioliranih 
hipokotilov in 2 tedna starih listov sejančkov navadne konoplje. Iz mezofila listov smo 
izolirali 1,89 x 10
5
 protoplastov s slabo, samo 21,4 % živostjo. Lahko bi bil problem v 
veliki koncentraciji encimske raztopine ali pa je imel sejanček navadne konoplje premalo 
hranil v substratu, še posebej dušika. Zhang in sod. (2011) namreč navajajo, da so opazili 
značilne spremembe v koncentraciji protoplastov med rastlinami papaje, ki so bile 
priskrbljene  z dušikom in tistimi, ki niso bile. Zato priporočajo, da naj bi bila rastlina stara 
vsaj 2 do 3 mesece. Poskus izolacije protoplastov iz mezofila listov bi bilo potrebno 
ponoviti iz starejših rastlin navadne konoplje (po navedbah  Kiełkowska in Adamus (2012) 
je najbolje vzeti 1 mesec stare sejančke ali vsaj od 4 do 6 tednov stare sejančke). 
Največ ponovitev izolacije (7 ponovitev) smo naredili iz etioliranih hipokotilov, saj je iz 
njih, po priporočilu Kiełkowska in Adamus (2012, 2014), možno izolirati največ 
protoplastov. Pri izolaciji protoplastov iz etioliranih hipokotilov smo dobili v povprečju 
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9,84 x 10
4 
izoliranih protoplastov (minimalno število izoliranih protoplastov je bilo 39, 
maksimalno število izoliranih protoplastov pa 90000). Če primerjamo povprečno 
koncentracijo protoplastov iz etiloiranih hipokotilov in koncentracijo protoplastov iz 
mezofila listov, smo jih iz mezofila listov dobili večjo količino, vendar smo pri mezofilu 
listov naredili premalo ponovitev. Pri izolaciji iz etioliranih hipokotilov pa smo dobili 
samo en uspešen rezultat, 90000 izoliranih protoplastov, s katerimi bi lahko delo ali 
raziskovanje nadaljevali. Celotni poskus bi bilo potrebno ponoviti. 
Sam postopek izolacije smo morali spremeniti, zato da smo dobili boljše rezultate. Po 
zadnjem centrifugiranju smo suspenzijo protoplastov spirali le enkrat. W5 je raztopina s 
katero se spira nečistoče iz suspenzije (odvečna tkiva ali/ in celične organele), zato je 
možno, da smo sprali tudi protoplaste. Hitro tudi počijo, saj so občutljivi na pritisk. Najbolj 
pazljivi smo morali biti pri pipetiranju suspenzije protoplastov, saj se rastlinski deli hitro 
zataknejo v konici pipete, kar ustvarja zračne mehurčke in s tem pritisk.  
Iz leta 1979 obstaja magistrsko delo o celičnih kulturah, izolaciji  in fuziji protoplastov pri 
navadni konoplji (Cannabis sativa L.) (Jones, 1979). Protoplaste so izolirali iz mezofila 
listov in kalusnega tkiva in za oba dela rastlinskega materiala poročajo podobne težave, kot 
smo jih imeli v našem poskusu. Težave so bile pri izbiri optimalne starosti  rastlinskega 
materiala, pri izbiri učinkovite encimske raztopine in pri izolaciji protoplastov. Pri obeh, 
listih in kalusu, so dobili pri mlajšem rastlinskem materialu slabše rezultate, kot pri 
starejšem rastlinskem materialu. Poročajo, da jim je pri obeh, listih in kalusih, uspelo 
izolirati od 10
3
 do 10
6 
protoplastov/ml. Ker pa so to nizke koncentracije, so priporočili, da 
se poskus ponovi. Enako kot oni, smo tudi v našem poskusu ugotovili, da je iz navadne 
konoplje težko izolirati protoplaste.  
5.2 SKLEPI  
-  učinkovit način razkuževanja semen navadne konoplje je 15 minutno spiranje semen pod 
vodovodno vodo in 30 minutno namakanje v 1,66 % DICA, 
-  površinsko razkuževanje ne uniči enterobakterij in gliv, ki se množijo in okužujejo seme, 
ko ta vzkali in vitro  
-   70 % etanol ni primeren za razkuževanje semen, saj preprečuje njihovo kalitev 
-  na uspešnost kalitve vpliva način razkuževanja, zdravstveno stanje semen in razmere     
shranjevanja 
-  semena kalijo v rastni komori v temi približno 1 teden hitreje kot na svetlobi (in tudi 
okužbe so se pojavile kasneje)  
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-  1 teden stare rastline, gojene v rastni komori v temi, imajo v primerjavi s tistimi 
kaljenimi na svetlobi bolj izdolžene hipokotile, kar pomeni več materiala za nadaljnje 
delo 
-  za izolacjo protoplastov iz mezofila listov je najbolj učinkovita inkubacija v ER 6 za 2 
uri 
-   za izolacijo protoplastov iz hipokotilov je bolj primerna ER 2 (preko noči). 
-   nobena ER ni bila dovolj učinkovita za izolacijo protoplastov iz kalusov   
-  najboljše rezultate izolacije protoplastov smo dobili iz 7 do 10 dni starih etioliranih 
hipokotilov in 2 tedna starih listov sejančkov navadne konoplje 
- živost protoplastov in število izoliranih protoplastov sta bila pri vseh poskusih v  
obratnem sorazmerju 
-  uspešnost izolacije živih protoplastov je odvisna od uporabljenih gojišč za rastlinske 
tkivne kulture, encimskih mešanic in fizikalnih pogojev med postopkom izolacije 
-  da je uspešnost izolacije živih protoplastov odvisna od genotipa rastlin, ne moremo 
potrditi, saj smo poskus opravili le z eno sorto 
-   da je uspešnost izolacije živih protoplastov odvisna od tipa izvornega  rastlinskega tkiva, 
lahko potrdimo, sami smo bili najbolj uspešni z izbiro etioliranih hipokotilov 
-  ne moramo z gotovostjo potrditi naše postavljene hipoteze, da je z uporabo optimalnih 
pogojev možno izolirati žive protoplaste, saj smo imeli pri poskusu različne probleme, 
ki so nam preprečili uspešno ponovljivost izolacije  
-   navadna konoplja je na splošno kar zahtevna rastlina za izolacijo protoplastov in bi bilo 
potrebno poskuse ponoviti 
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6    POVZETEK 
V magistrskem delu smo se osredotočili na izolacijo protoplastov iz navadne konoplje. 
Uporaba te rastlinske vrste sega že v čas 8000 p. n. š. Z napredkom genomike, proteomike 
in metabolomike pa jo je možno še podrobneje raziskati na celičnem in molekulskem 
nivoju in kar je zelo pomembno, dojeti povezave delovanja določenih snovi na človeško 
telo.  
Protoplasti so mikrobne ali rastlinske celice brez celične stene in so poseben celični sistem, 
ki imajo sposobnost, da se iz njih razvije katera koli druga celica z drugačno funkcijo 
delovanja (totipotentnost). Imajo širok spekter uporabe, na primer v medicinskih, 
biotehnoloških in agronomskih raziskavah. Možne so fiziološke raziskave rastlin, genetske 
in biokemijske študije itn. Biotehnološka tehnika izolacije protoplastov zahteva kar nekaj 
postopkov, kot so, razkuževanje semen, razgradnja primarne in sekundarne celične stene 
ter osrednje lamele s pomočjo encimov, ločevanje protoplastov od ostalih rastlinskih delov 
in celičnih organelov. Na koncu sledi še detekcija protoplastov pod mikroskopom. 
Uspešnost izolacije je odvisna, tako od pravilno izvedenih postopkov, kot tudi fizikalnih 
dejavnikov (temperatura in pH encimske raztopine, izbor izhodnega materiala itn.).  
V poskusu nam je uspel postopek razkuževanja semen navadne konoplje in sicer s 15 
minutnim splakovanjem pod vodovodno vodo in 30 minutnim z razkuževanjem v 1,66 % 
DICA. Kaljivost semen v temi pri 25 °C je bila 86,7 %, z zelo malo okužbami. Problem 
nismo imeli samo z okužbami, ampak tudi z neenakomernim kaljenjem semen, ki nam je 
otežilo izvajanje eksperimenta.  
 
Določitev najprimernejše encimske raztopine je težko posploševati, saj poleg fizikalnih 
dejavnikov na odločitev vpliva tudi izbor rastlinskega materiala. Na podlagi našega 
poskusa lahko trdimo, da je za izolacijo iz mezofila listov najbolj primerna 2-urna 
inkubacija v encimski raztopini z 1,5 % celulaze Onozuka R-10 in 0,4 % macerocima R-
10. Iz 14-ih (okoli 2,5 cm velikih)  mezofilnih listov smo izolirali 1,89 x 10
4 
protoplastov. 
Medtem, ko je za izolacijo iz hipokotilov najprimernejša inkubacija preko noči v encimski 
raztopini z 1 % celulaze Onozuka R–10 in 0,1 % macerocima R-10. Tako kot nekateri 
avtorji, smo tudi mi ugotovili, da so najbolj primeren rastlinski material za izolacijo 
protoplastov pri navadni konoplji, etiolirani hipokotili. Tu smo v sedmem poskusu iz 50–ih 
narezanih etioliranih hipokotilov izolirali 9,0 x 10
4
 protoplastov, vendar pa je bila živost 
protoplastov nizka (25,5 %).   
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